09/93655 9 

- JC16 Rec'd PCT/PTO SEP 1 4 2001 

# 



PROCEDE DE DETECTION DE LESIONS DE L'ADN AU MOYEN DE 
COMPLEXES DE PROTEINES ET ELEMENTS PERWIETTANT LA MfSE EN 

OEUVRE DU PROCEDE 

La pr$sente invention concerne un proc6cl6 de d6tection de 
modifications structurales de TADN en utilisant le comptexe l6sion/prot6ines de 
recbnnaissance et/ou de reparation. 

LMnvention couvre aussi les 6l6ments permettant la mise en oeuvre 
dudit proc<§d6. 

Pour la $uite de la description, at pour les revendications, on appelle : 

• "produit t^sant", tout agent chimique pur sp6cifique, tout melange 
artificial d^agents chlmiques, ou touts composition natureUe d*agents 
chimlques ou encore, tout agent physique tel que \es rayonnements, 

10 notamment les rayonnements ionlsants et ultraviolets, tout agent 

biologique tel que virus et prot4ines exog^nes. 

• "support sensibilis6" ; tout support notamment soJide ayant 6t6 traits 
par des substances pr6sentant une trfes forte affinity pour les actdes 
nucl6iques (ADN ou ARN) ; 

15 • "extrait ceHulaire" : tout extrait cellulaire partiellement purifi^, 

prot^ines naturelles ou produites par genie g^n^tique, purifi^es ou 
non. 

On sait que TADN, support de rJnformation gen6tique, peut dtre \6s€ par 
ded processus m6taboliques endogenes, tels que Talkylation ou Toxydation 
20 de^ bases, mais plus particuliferement par tout agent gdnotoxique exogdne 



(x^F^obiotique, agents physiques at chimlques) ayant des consequences 
fevi^entes sur la viability celtulaire si les l6sion8 ne sont pas r6par4es. 

Outre la mort cellulaire induite par oes g^notoxiques, un processus de 
muitagenese peut etre induit ou r^sulter d'une mauvais© reparation des l6sions. 
5 L*ai;>pantion de mutants est susceptible d'entraTnor un dysfonctionnement 
cellulaire et, en particulier, d^initfar un d6veloppement tumoral. 

II est done important d'analyser et de d^tecter toute modification 
striicturale de TADN qui peut §tre h Torigine de mutations. La detection de 
lesions peut concerner des preparations d'ADN purifi^es et tralt6es In vitro par 
10 un lagent genotoxique mais aussi TADN cellulaire provenant de tissus pr6lev6s 
pari biopsie ou d'organlsmes entiers ou de cellules en culture in vitro ou ex 
vivb, apres traitement par tout agent genotoxique. 

Ainsi, dans l^industrie du medicament, on peut avoir besoln de 
d^t^erminer qualitativement et quantitativement soit te pouvoir genotoxique, 
15 soit le potentiel protecteur vis a vis d'un ©ffet genotoxique, d'un compose ou 
d'un melange de composes* De plus, on peut s'interesser aux capacites de 
reparation des lesions suite a un traitement genotoxique dans un type cellulaire 
dorine* Une telle determination est utile pour des cellules en culture, ou bien 
isoiees ex vivo* Des applications de ce type de determination sont par exemple 
20 la detection de xenobiotiques genotoxiques, le suivi de patients traites par 
chimiotherapie, ou bien le suiv? de personnes travaillant en milieu pollue par 
de^ substances genotoxiques. 

On connaTt differents tests concernant I'ADN, et notamment la demande 
de jbrevet EP 0,472.482, qui concerne le dosage de microquantites d*ADN 
25 extiracellulaire present dans un liquide biologique, notamment dans ie plasma 
sariguin. 

On connaTt, par la demande de brevet fran9ais 95 03230, un 
prdcede pour determiner la presence de lesions d'ADN k partir d'un signal de 
reparation. Ce procede utilise retape de synthdse reparatrice qui survient apr^s 
30 touite excision d'une lesion presente dans I'ADN, 

Cette synthase, ausst appeiee UDS (Unscheduled DNA Synthesis) a ete 
utilisee pour detecter au niveau cellulaire apr^s incorporation de nucleotides 
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m^qu^s dans I'ADN andommag6 et r6par6, la presence de l6sions sur i'ADN, 
ainisi que Tactivitd de reparation des cellules 6tudi6es. Cette synthase 
r^psdratrice a 6t6 d'autre part uttlis^e dans un test d6crit par Wood et col. (Cell 
1988, 53, 97-106), qui utili^ait deux plasmides purifies, tallies diff6rentes, 
5 Vut^ andommag6, I'autre non endommag6, en tant que r6f6renc©, incub6s en 
pr^^anca d*un extralt cellulaire purrfid. En presence d'une concentration 
d6t|ermin§e de dNTP, d'ATP bX de magnesium, la reaction d'excision des 
l^sbns a pu ©tre reprodulte en totality, allant de la reconnaissance, en passant 
paH rincision-excision resynthfese jusqu'^ la ligation. Aprds purification, et 

10 s6fjaration des ADN plasmidiques sur get d'agarose, la radioactivity incorpor^e 
daris les plasmides endommag^s et les plasmides contr5l6s peut Stre mesur^e 
aprfes autoradiographie du gel d 'agarose. Le pourcentage de l6sions ainsi 
r6pbr6es in vitro par ce mScanismes est de Tordre d© 5 %. 

L'activit^ d' incision-excision peut 6tre directament mesur6e par 

15 mobification de Tessai d^crit oi-dessus suivant un protocole public par les 
autjeurs du pr6sent brevet {Calsou et Salles, 1994, Biochem, Biophys. Res. 
Co^., 202,788^795 et Calsou et Salles, 1994, Nucleic. Acid Res,, 22, 4937- 
4942). Le proc6d6 utilis6 pour d6tecter des l6sions de I'ADN § partir du signal 
de ireparation decrit dans la demande de brevet franpais pr6cit6e N**95 03230, 

20 utilise la preprints des extraits de r^aliser les 6tapes de reparation, et permet 
de idetecter ces lesions a partir du signal obtenu lors de T^tape de resynthdse 
quij^uit f'excisfon, Ce proc6d6 oomprend les diff^rentes 6tapes suivantes : 

♦ preparer I'ADN, par une method© qui consist© : 

- soit & fixer de TADN cible sur un support sollde sensibilis6, puis 
25 ^ soumettre cet ADN h Inaction d'au moins un agent Wsant, 

- soit A sounnettre les cellules directernent S T action d'un produit 
l^sant, h lyser ces cellules dans une solution, puis h fixer TADN 
sur un support solide $ensibiHs6, 

♦ soumettre cet ADN I6s6 fix6 k Tadtion r^paratrice d'un extrait 
30 cellulaire, cet extrait comprenant un marqueur, 

♦ reveler directernent ou indirectement IMncorporation de cb marqueur 
dans I'ADN r6par6. 



Dans le but de se soustraire h toute condition biochimique dependant de 
la Synthase d'ADN, d'ameliorer la sensibility de detection, d'obtentr d'autres 
informations sur le syst^me d& reparation qui prend en charge les l^^ions 
0tUdi6es, d'6largir la gamme de f6sions d'ADN d^tectables, on utilise la 
5 cajiiacit^ des prot^ines de reconnaissance at/ou de reparation, d'interagir avec 
todt type de fdsion. 

En effet, le test, selon la pr6sente invention, utilise des prot6ines 
eatables de reconnaTtre des fusions produites in vitro sur de I'ADN purifi^ ou 
biah d partir de cellules Isoldes ex vivo, avec une sensiblUtd accrue^ une 
10 possibility d'6tudier en premiere approximation le syst^me de reparation mis en 
jeui une plus large gamme de lesions d6tect6es et 6galement un gain de temps 
imic^ortant. 

En effet, la detection qualitative et quantitative seton Tinvention, 
s'effectue au niveau d© la premidre 6tape de reconnaissance, et non pas sur 
15 retSape de synthase r6paratrice» Les conditions d'interaction antra les prot6ines 
et jl'ADN Ibs6 peuvent done ainsi Stre optimisdes sans tenir compte des 
pariam^tres biochimiques requis pour Tensemble de la reaction de reparation. 

On connatt d ce jour au moins une dizaine de prot6ines adapt^es k ce 
typb de fonction dans le cadre de rexqiston de nucleotides, au moins autant 
20 poi^r ce qui concerne Texoision de base, ainsi que d'autres proteines 
impliquees dans la reconnaissance des cassures de TADN. 

Le precede seton ia presente invention comprend les etapes suivantes : 

- preparation de TADN, 

- traitement endommageant cet ADN, et 

25 - fixation de cet ADN lese sur un support solide sansibitise, 

ou 

- preparation de TADN, 

« fixation de cet ADN non 16se sur un support soiide aensibilise, et 

- traitement endommageant TADN, 
30 ou 

- traitement des cellules , 

- lyse et capture de I'ADN cellulaire. 
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©t caract6rise en ce qu'il consiste ^ : 

- faire agir sur oet AON f^s6 une composition comprenant soit un extrait 
c^llulair© poss6dant au moins une activity de reconnaissance et/ou de 
reparation des lesions, soit une prot6ine purifi6e avec un spectre de 
reconnaissance connu, et 

- a d^tecter sur I'ADN I6s6, directement ou indirectement, la presence 
des protdines de reconnaissance et/ou de reparation des Idsion^ 
produites, 

Toutes les 6tapes 6tant sdpardes par au moins une ^tape da lavage si 
necessalre. 

Plus particulidrement le proc6d$ de detection qualitative et quantitative 
de idsions, se caract6rise en ce qu'il consiste h d6tecter directement sur TADN 
t6s6 les prot^ines de reparation ou toute autre construction de reconnaissance 
S I'aide d*anticorps ou de systdmes de marquage et d r6v6ler par 
chifhioluminescence les complexes formds. 

Les anticorps comprennent des anticorps primaires et secondaires. 
Un premier mode de mise en oeuvre consiste a ddtecter les prot6ines 
li^eis k I'ADN l^se par un premier anticorps sp6cifique suivj d'une revelation de 
typje ELISA utilisant un second anticorps coupiee & une actlvite enzymatique 
(par exemple HRP) permettant une quantification en luminescence- 

On pout aussi detecter dans le surnageant ia presence des prot6ines de 
repjaration apr^s separation sur gel et immunoblotting et/ou h 6tudier ia 
dirrjinution de concentration de ces proteines en fonction d'un nombre 
croissant de lesions sur TADN, 

Une variante utilisable pour des lesions connues consiste k utiliser 
directement une proteine purifiee de reparation et/ou de reconnaissance 
sp^pifique et S detecter par la technique ELISA k Taide d'un anticorps primaire 
dirij^e centre la proteine puis d'un anticorps secondaire ooupie k une activite 
enzymatique 

De fapon preterentieHe, le support solide est une piaque de microtitration 
S pluits, ou bien tout systeme utilisant des biiJes, afin d'augmemer la surface 
de capture de I'ADN, et la sensibilite de detection. 



On sensibilise le support solids par des substances presentant une tres 
forte affinity vis a vis I'ADN, de fa^on ^ provoquer une fixation de cet ADN 
pari adsorption. Ces substances sont choisies parmi les substances cationlques 
oujles prot6ines. au pH utilis6 pour i 'adsorption du materiel nuct6lque, 
5 Les substances cationiques sont choisies parmi Iqs poiyacidea amines de 

tyfie polylysine ou polyargine, l6vogyres, dextrogyres ou 
l^vbgyres/dextrogyres. Dans le cas de la polylysine, son poids mol^culaire 
ret^nu se situe dans la fraction 1 5 000 d 30 000 Daltons, 

La sensibilisation du support est r6alis6e par incubation en tampon 
10 phosphate 10 mM, chlorure de sodium 137 mM et un pH compris entre 6,5 et 
8^ p\us particulierement 7. 

De fa$on pr6f6rentielle, TADN adsorb^ est de I'ADN g6nomtque obtenu 
ap^^s lyse de cellules trait6es ou non trait§es par un agent gdnotoxique. 

L' invention couvre aussi les 6l6ments n^cessaire^ h la mise en oeuvre du 
15 prcic^d6, c*e8t a dire : 

- des ADN modifies, 

- Textrait cellufaire proficient pour toutes les activitfis de detection et/ou 
reparation de cet ADN I4s6, 

- les tampons d' incubation et de lavage, et 

20 - la microplaque sensibilisee par adsorption d*ADN plasmide et cellulaire. 

En outre, les Aliments peuvent comprendre des tampons de lyse pour 
d'dihe P^rt la d^sorption des conriplexes, et d'autre part la lyse des cellules 
tor^que fa detection est man^e sur de I'ADN cellulaire aprds endommagement, 

': 

L' invention est maintenant d6crite en regard des dessins annexes sur 
25 ledquels : 

- la figure 1 represente une vue schematique des stapes du proc6d6 
selon le mode principal et une variantei 

- la figure 2 represente une vue des rapports de reparation, 

- la figure 3 represente rimmunor6activit6 de deux prot6ines de 
30 reparation. 
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- la figure 4 represents un diagramme du rapport de reparation obtenu 
avec un extrait oellulalre purtf(6 en fonction de diffdrents types 
d'agents I6sants, 

- la f Fgure 5 repr^sente un diagramme des r^sultats obtenus par le 
precede selon I 'invention, 

- (a f fgure 6 repr^sente un diagramme identique a celui de la figure 5, 
mais avec une prot^ine diff^rente, 

- la figure 7 repr6sente un diagramme des r^suJtats obtenus par le 
proc6d6 selon rinvention en consid^rant ta detection des oassures de 
TADN, et 

- la figure 8 repr6sente un diagramme des r6sultats obtenus par le 
proc^d^ selon IMnvention en consid^rant ia detection des cassures 
simple-brin de TADN, 

Sur la figure 1, le mode principal qui comprend les stapes A, B C et D1, 
correspond d la detection directa par la technique EUSA d*un complexe 
prcfteines de reparation/lesions, avec detection en chimioluminescence- 

La variante D2 montr6e aussi sur la figure 1, requiert des 6tapes 
additionnetles et elle est principalement utills6e pour contrfiler les r6sultats 
obtienus par la r6action en D1, Cette variante correspond ^ la succession 
d*6kapes suivantes : d^sorptjon des prot6ines de reconnaissance et/ou de 
r6pjaration de la microplaque, separation en gel PAGE SDS, transfert sur 
mejubranes de nitrocellutose, puis detection par la technique 
d ' irlnmunoblotting . 

On a represents une 6tape A qui consiste ^ fixer sur un support 
serisibilise de PADN d'origine plasmidique purifi^ et trait6 pour g^n^rer des 
lesions ou bien de TADN ceUulaire, provenant de cellules trait^es par des 
ag^Ms g^notoxiques directs ou indirects, puis lys^s t*aide d'un tampon de 

On peut citer un exemple de tampon de iyse cellulaire dit LB qui 
coiinprend au moins : 

- 1 0 mM de tampon phosphate 

- 10 % d'ur^e 



s 

- 1 % de detergent 
■ 10 mM EDTA. pH8 

- 1 00 jjQ/m\ Rnase A 

- H2O distHI6e. 

L'ADN est ensuite immobilis^ directement et sans purification sur le 
support Gomme cda est d^crJt dans la demande de brevet frangais 
N^j95 03230. 

Le support peut §tre une plaque de mlcrotltration ^ pults ou tout autre 
suiiport mettant en oeuvre des billes afin d'augmanter la surface de capture de 
10 TApN et done la sensibility de detection dans un volume r6actionnel fe plus 
fal^ie possible. 

Le support est satur6 pendant au moins 15 minutes h 30°C avec une 
solution tampon phosphate saline, PBST, h laquelle on ajoute 0,025 % de 
serbm albumine bovine ac6tyl6e. 
15 Au Gours de f'dtape B, (e support est utilise dans une reaction de 

r^R^ration qui consiste en une incubation en presence d'extraits celtulaires 
puriifi^s, pendant deux heures a SO^^^C pour donner un exemple, en presence 
entire autres d'une composition connue de dNTP- 

Pendant (*dtap0 de reparation, un des nucleotides utins6 est modifl6, par 
20 example le blotine-21-dUTP, et c&lui-ci est incorpor6 en biotin-1 1 -dUMP 
per^dant i'6tape de synthdse rSparatrice, 

La quantity incorpor6e de dUMP modifj^ est fonction de Tactivit^ de 
r6p(^ration et peut dtre d^tect^e par chimioluminescence, ainsi qu'il a 6t6 d^crit 

i 

darjis la demande de brevet franpais N° 95 03230, 
25 L'ob|6t de r4tape C est non plus de d6tecter la presence de dUMP 

biotinyl^ avec Textravidine, mai^ de determiner sur le m§me support, les 

prcjteines presentes sur les lesions qui sent sp6cifiques de la reparation. 

Dans le oas de T^tude de Tactivit^ r^paratrice, on obtient des r^aultats, 

ainbi qu'il est mentionnd en figure 2, c'est & dire les capacit^s de reparation de 
30 TApN en fonction du temps, suivant le nombre de lesions produites par la 

lunhi^re uttravtolette. 



Ainsi, la figure 2 represents une vue de rapports de reparation, signal 
obtenu pour le plasmide endommag6 divis6 par le signal obtenu pour le 
plafemide contrSle non tra}t6, ceci en fonctlon d*une part du temps d'incubation 
de !fa reaction, et d'autre part du nombre de l6sIons produltes sur I'ADN par la 
5 lunjiifere ultra violette, et ce pour 3 doses diffArentes d' irradiation. 

La reparation est conduite dans les conditions normaies : tenr\p6rature 
30pC, 150 //g d'extrait cellulaira purifi^, 40 ng de plasmide trait6 ou non 
traits, adsorb^s sur le support. 

La figure 3 repr6sente rimmunor6activit6 de deux prot6lnes de 
10 r6paration qui ont 4x6 choistes comme references pour la reconnaissance des 
lesions ultravioiettes de I'ADN : 

- XPA, prot6ine intarvenant dans la reconnaissance des l6sions, et 

- p62, prot^ine du facteur de transcription TFIIH, intervenant dans le 
complexe de preincision. 

15 i La presence de ces prot^lnes est suivio ^ Taide d'anticorps sp6clfiques 
sur te plasmide trait6 et non trait6, dans les conditions de la reaction de la 
figure 2, apr^s deux heures d'incubation avec les plasmides traitds ft 3 doses 
differentes d' irradiation en lumifere ultraviolette. 

On constate la correlation att^ndue entre le nombre de l^Ssions pr^sentes 
20 paii plasmides et le nombre de molecules de prot6ines de reparation 
intarvenant dans les 6tapes pr6coces de la reaction d 'excision de nucleotides, 

Selon la presente invention, on utilise une approche differente de celle 
de ila synthase reparatrice. 

En effet, le precede selon Tinvention consiste solt d : 
25 a) determiner directement par immunodetection dans le support, ie taux 

del proteines de reparation et/ou de reconnaissance interagissant 
sp^cifiquement avec des lesions produites sur TADN, etape D1 de ia figure 1 . 

Dans ce mode principal de determination, on choraJt un anticorps 
primaire spacifique, et on incube celui-ci sous agitation. Get anticorps est par 
30 example dirige centre la proteine XPA, ou blen centre la proteine p62, et dilu6 
dans une solution de PBS et de BSA selon le titre de Tanticorps utilise. Les 
supports sent ensuite laves 6 Taide d'une solution de PBST. puis on precede a 
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nnpubation d'un anticorps secondaire conjugu6 par example avec la 
perj6xydase et ditue en fonction de ranticorps utilise. Les supports sent de 
noiiiveau laves. La r6v6lation et la quantification sont r6alis6es par 
chirnioluminescence. 
ou 

b) ^ determiner le taux de prot6ines aprds avoir rdalfsd una dtape de 
de^orption dans une solution adapt6e, et h d^tecter par immunoblotting sur 
VAtie de nitrocellulose. Cette Stape D2 de la figure 1 sert en quelque sorte de 
corjttraie de la reaction D1 qui est d'une utilisation beaucoup plus facile et 
10 automatisable. 

Par exemple, la d6sorptron des prot^ines de reparation eat rdalis^e en 
utiisant un tampon DB : 62,5 mM tris-HCU pH 6,8 4M urea, 10 % glycerol. 2 
% |SDS, 5 % (i-mercapto~ethanoU 0,003 % bleu de bromophenol. Cette 6tape 
durlfe 30 minutes environ a 30*=*C, sous agitation. Ces prot^ines sont ensuite 
15 deijiaturees par passage ^ la chaleur, 80**C pour fixer Tordr© de grandeur 
pendant 20 mn, et ©nsuite agitation 5 mn h 30^ C. Plus particuiierement la 
defection par immunoblotting est realises par une 6lectrophor6se SDS-PAGE 
quil permet de separer les prot6ines en fonction de teur^ taitles, et de rev6ler, 
aprr^s transfert sur membranes, les prot^ines d'interSt en presence d 'anticorps 
20 sp^cifiques- Les complexes obtenus sont reveies comme pr6c6demment par 
lunfiinescence. 

La figure 4 represente un diagramme du rapport de reparation obtenu 
av^c un extrait cellulaire purifre en fonction da diff brents types d 'agents 
lesjants, 

25 Les modifications produites par la lumiSre UVC et le CDDP sont 

redonnues par le systeme d'excision de nucleotides, alors que oelles Induites 
par le MMS sont reconnues par le syst^me d'excision de base. 

Quel que soit I'agent lesant, un rapport de reparation est obtenu 
$ig|n5fiant la presence de lesions sur TADN, ainsi qu'il avatt d6J& 6te obtenu par 
30 le l^rocede de quantification de synthSse reparatrice de Tart anterieur. 

Sur les figures 5 et 6, on montre que lorsque l«s proteines testees 
appartiennent au syst^me d'excision de nucleotides, comme le sont XPA et - 
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TF^IH-p62, celles-qi sont bien retrouv6«s lorsque les lesions sont reconnues par 
jsystame, par example lesions par la lumldre UVC ou (e CDDP, mai® ne sont 
pai retrouvdes lorsque TADN est I6s6 par un agent qui induit des modifications 
nom reconnues par ia reparation par exoiaion de nucleotides, MMS par 
5 exemple. 

Ces resultats indiquent la specificity de la reaction de r6paration, et on 
obiiendra una image inverse si Ton utilise des anticorps dirig^s contre des 
glybosylases sp^cifiques des agents alkylants, lesquels donneront un signal 
av^c rutilisation de plasmides I6s6s par le MMS par exemple, alors qu'eHes ne 
10 doi|(neront aucun signal lorsque le plasmide sera 16s6 par la lumi^re UVC ou le 
CDIbP. 

Sur les figures 7 et 8, on montre que l*on peut d^tecter les prot^ines 
as4bcl6es plus sp6cifiquement aux cassures double-bnn ou simple-brin dans 
TAbN. Ainsi, una r6activit6 vis A vis du connplexe Ku70/Ku80 indique la 
1 5 prdsance de cassures double-brln alors que fa rdactfvit6 vis a vis de la protdine 
pofy-ribose polymerase, PARP, indique la presence de cassures simple-brin 
daijiis I'ADN. 

Outre la simplicity et la sensibility de detection de prot6ines de 
r6piaration. selon Panticorps utilis6, on peut disoriminer fa systfeme de 

20 reparation impliqu^ dans la reparation de lesions inconnues, et ainsi orienter les 
corhcluslons de T etude vers la nature chimique probable de la t^sion. 

Une autre approche consist© h utiliser non pas des extraits de cellules 
po^s^dant toutes les activitds de reparation, mais des cellules ddficientes dans 
Tuh des systfemes, par exemple des cellules provenant de patients atteints de 

25 xeroderma pigmentosum, lesqueUes sont d6ficientes dans les etapes pr^coces 
d'e>tcision de nucleotides. 

Par exemple, en utilisant des extraits provenant de cellules XPA/ on 
n'bbtient aucun signal avec Tanticorps XPA, puisque cette proteine n'est pas 
pr^duite par la cellule, mais on n'obtient 6galement aucun signal avec 

30 Tahticorps TFIIH-p62 pulsqu'il faut d'abord concretiser retape de 
reconnaissance par XPA. En effet cette etape de reconnaissance est 
nebessaire a la fixation des autres prot6ines du oomplexe de reparation. 
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On peut r6aliser des experimentation^ 9vec des mutants du syst^^me 
d'^cisfon de base, ou des mutants d'autres prot6ines de reparation de l6sions 
tellies que des cassures de TADN simple ou double-brin. 

Une autre approche consiste & utiliser une prot^ine pur}fi6e pr6sentant 
5 un Spectre de reconnaissance sp6cifique de certaines lesions de i'ADN. 

La conception m6me de cet essai montre son extreme flexibilit6, et 
ad^ptabrlite & partir du moment ou t'on dispose des anticorps d'int6r6ts, les 
etuides pouvant Stre crois6es avec des extralts ceUulaires provenant de 
mujtants deficients dans telle ou telle activity de reparation, ou avec des 
10 pro|t6ines purifi6es et/ou recombinantes pr6sentant une affinity vis-ft-vis d'une 
lesipn ou d'une gamme de lesions sp6cifiques dans I'ADN, 

L'invention a 6galement pour objet I'ensemble des §femehts n^cessaires 
poiir la mise en oeuvre de ce proc^de, ces elements pouvant etre 
aveintageusement regroup^s dans un contenant adapts pour des facilit6s de 
15 cortimercialisation, 

Ainsi parmi les elements n6cessalres, on trouve les anticorps prtmaires 
et iecondaires, la nature des anticorps primaires pouvant varier suivant Tfitude 
enyisagee. Ainsi dans le cas des elements de base, it est prevu de fournir des 
anticorps dirig6s centre une prot6ines de reparation du syst&me d 'excision de 
20 nucjl^otides, syst^me reconnaissant la quasi-totalite des modifications de 

Dans un cas plus specifique, il est prevu des anticorps diriges centre 
certaines proteines avec un spectre de reconnaissance plus etroit que sont les 
glytosylases ou des proteines de reconnaissance des cassures de TADN. 
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REVENDICATIONS 



1 . Precede de detection qualitative et quantitative de l6sions sur I'ADN 
cortnprenant les diff6rentes Stapes suivantes : 

- preparation de I'ADN, 

- traitement endommageant cet ADN, et 

- fixation de cet ADN I6s6 sur un support solide sensibilis*, 
ou 

- preparation de TADN, 

- frxation d© cet ADN non I6s6 sur un support solide sensibilis6^ et 

- traitement endommageant TADN, 
ou 

- traitement des cellules, 
" lyse et capture de TADN oelfulaira, 
caracteris^ en ce qu'il consiste : 

- faire agir sur cet ADN I6s6 une composition comprenant au moins un 
extrait cellulaire ou une protSine purifi^a possSdant au moins une 
activite de reconnaissance et/ou de reparation des lesions, et 

- d d^tecter sur TADN !6s6, directement ou indirectement, la presence 
des prot6ine$ de reconnaissance et/ou de reparation des lesions 
produites, 

toutes ies stapes etant s^pardes par au moins une 4tape de lavage. 

2. Procid6 de detection qualitative et quantitative de l6sions selon la 
reyendication 1. caractdris6 en ce qu'll consiste a detecter directement sur 
TADN les prot6ines de reparation ou tout autre construction de reconnaissance 
d H'aide d'anticorps ou de systdmes de marquage et par revelation des 
coimpfexes formes par chimiofuminescenoe. 

3- ProcedS de detection qualitative et quantitative de l6sions de la 
reyendication 2, oaracterlse en ce que les anticorps comprennent des anticorps 
primaires et secondaires. 
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4. Proc6d6 de detection qualitative et quantitative de l6sions selon la 
revjendioation 1 , caract6ris6 en ce qu'il consiste d d^tecter ies prot^ines Ii6es ^ 
TAjDN I6s6 apr^s d6sorption des complexes par analyse de type 

i 

imfjnunoblotting. 

5 i 5. Proc6dS de detection qualitative et quantitative de lesions selan la 
revjendication 4, caract6ris6 en ce qu'il consiste d d6tecter dans le surnageant 
la \ presence des prot^ines de reparation aprSs separation sur gel at 
im^unoblotting. 

6. Proc6d6 de detection qualitative et quantitative de lesions selon la 
10 revfendication 4, caract^ris^ en ce qu'il condiate h d6tecter dana le surnageant 

la Lpr6$ence des prot^ines de reparation et h 6tudier la diminution de 
co^icentration de ces prat^ines en fonction d'un nombre croissant de Idslons 
suf TADN. 

7. Proc^d^ de detection qualitative et quantitative de 16sions selon Tune 
15 quelconque des revendications pr^c^dentes, caract^ris^ en ce qu'on utilise 

cohime support solido, une plaque de microtitration k puits, ou tout systfeme 
utiHsant des billes, afin d'augmenter la surface de capture de TADN et la 
sehsibilite de detection. 

8. Precede de detection qualitative et quantitative de lesions selon Tune 
20 qublconque des revendications pr6c6dentes, caract6ris6 en ce qu'on sensibilise 

le Isiupport solids par des substances presentant une trds forte affinity vis ^ vis 
del rADN, de fapon h provoquer une fixation de cet ADN par adsorption. 

9. Proc^d^ de detection qualitative et quantitative de lesions selon la 
revendications 8, caract^risd en ce qu'on choisit Ies substances parmi las 

25 substances cationiques ou Ies prot^ines, au pH utilisd pour Tadsorption du 
m^it^nel nuc!6ique. 

10. Precede de detection qualitative et quantitative de lesions selon la 
reyendication 9, caracteris6 en ce qu'on choisit Ies substances cationiques 
paetmi Ies polyacides amines de type polylysine ou polyargine, l6vogyres, 

30 dejxtrogyres ou l^vogyres/dextrogyres. 
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1 1 . Precede de detection qualitative et quantitative de lesions selon la 
revjendication 1 0, C8ract6ris6 en ce qua, dans le cas de la polylyslne, on retient 
un ipoids moleculaire sltu^ dans la fraction 1 5 000 a 30 000 Daltons. 

12. Proc^de de detection qualitative et quantitative de lesions selon 
'uihe des quelconques revendlcations 9, 10 ou 11, caraot6ri^6 en ce qu'on 
r^dliste la sensibilisation du support par incubation en tampon phosphate 
lOimM, chlorure de aodium 137 mM et un pH compris entre 6,5 ©t 8, plus 
par|ticulidrement 7. 

13. Proc6d$ de detection qualitative et quantitative de lesions selon 
I'u^e quelconque des revendications prec6dentes, caract6ris6 en ce que TADN 
adiorb6 est de TADN gdnomique obtenu apr^s lyse de cellules traltdes ou non 
traitees par un agent gonotoxique. 

14. Elements pour (a miae en oeuvre du proc^dA selon Tune quelconque 
dei revendications pr6c6dentes, caract^ris6s en ce qu*ils comprennent : 

- des ADN modifies, 

- Textrait cellulaire proficient pour toutes les activit6s de detection et/ou 
reparation de cet ADN I6s6, ou bien une prot^Jne purifi6e de reparation 
et/ou de reconnaissance, 

- les tanripons d'incubation et de lavage, et 

- la microplaqu© sensibilis^e pour Tadsorptlon d*ADN plasmlde ou 
cellulaire. 

15. Elements selon la revendication 14, caract^ris6s en ce qu'ils 
cohnprennent en outre des tampons de lyse pour d'une part la d^sorption des 
complexes, et d' autre part la lyse des cellules loraque la detection est menee 
sui* de I 'ADN cellulaire aprds endommagement. 



ABREGE DESCRIPTiF 



L*obJet de I'invention est un proc6d6 de detection qualitative et 
qu^intitative de lesions sur TADN comprenant les diffdrentes #tape$ suivantes : 

- preparation de I'ADN, 

- traitement endommageant cet ADN, et 

- fixation de cet ADM Ids© 3ur un support solide sensibitis^, ou 

- preparation de TADN, 

- fixation de cet ADN non I6s6 sur un support solide sensibitis6, et 

- traitement endommageant TADN, ou 

- traitement des cellules, 

- lyse et capture de TADN cellulaire. 
caractBris6 en ce quMI consiste h : 

- faire agir sur cet ADN I6s6 une composition comprenant au moins un 
extrait cellulaire ou une protSine purifide poss^dant au moins une 
activity de reconnaissance et/ou de reparation des lesions, et 

- a d^tecter sur TADN I6s6, directement ou indirectement, fa presence 
des proteines de reconnaissance et/ou de reparation des l6sions 
produites, 

toutes les 6tapes 6tant s6par6es par au moins une 6tape de lavage. 
LMnvention concerne aussi les elements pour la mise en oeuvre de ce 
prdcede. 



